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   در بيمارانJAK2V617Fجهش  ارزيابي ميزان
   AS-RT-PCR به روش مزمن ميلو پروليفراتيو

  
 اردشير دكتر، 4 كامران علي مقدمدكتر،  3 چهاردوليمبهرا ، 2پريسا كريم زاده ، *1حميداله غفاريدكتر 

  ،9 فاطمه نادعلي، دكتر8توگه غلام رضا دكتر، 7 بابك بهاردكتر، 6حسين درگاهيدكتر ،  5قوام زاده
  

  چكيده
شود كه شامل پلي   منفي ديده ميBCR-ABLهاي ميلوپروليفراتيو مزمن   نئوپلاسم درغالبJAK2V617F اكتسابي جهش :ينه و هدفزم

  .باشد  و ميلوفيبروز اوليه ميوليهسيتمي ورا، ترومبوسيتمي ا
   Polycythemia vera, (PV)Essential Thrombocythemia (ET)PMF(Primary ايـه مـن نئوپلاسـا بيـاط مـ ارتب2005ال ـدر س

myelofibrosis)   اكتسابي تيروزين كيناز طريق شناسايي يك جهشاز  JAK2V617Fجانشيني گوانين با جهشاين  در. بيشتر مشخص شد 
ناز و كي شود، كه در دومن پسود  مي617 منجر به جايگزيني والين با فنيل آلانين در اسيد آمينه 1849تيميدين در نوكلئوتيد موقعيت 
JH2(from JAK- Homology-2)از ژن 12  در اگزون JAK2  هاي اجدادي   در سلول جهشاين. قرار گرفته است 9 بر روي كروموزم

  .كند ها شده و ايجاد ناهنجاري در پروتئين تيروزين كيناز و فسفاتاز مي خونساز سبب افزايش حساسيت به فاكتورهاي رشد و سيتوكين
 جهشگزارش .  بودندPV نفر مبتلا به 30 و  PMF نفر ET ، 13 نفر 15 بيمار صورت گرفت كه  58 وياين مطالعه ر :روش بررسي

هاي  داده .  گرفتصورت نژ    و تعيين تواليسفيدهاي  گلبول راج شده ازخ  است RNA روي AS-RT-PCRآلل  -بوسيله روش اختصاصي
     . قرار گرفتMann-Whitney Testاري به روش  شد و مورد تجزيه و تحليل آمSPSS بيمار وارد 58مربوط به 
صورت گرفت كه نتايج حاصل از آن شامل منفي   MPN(Myeloproliferative neoplasm)  abl-bcr بيمار58اين مطالعه روي  :يافته ها

  .باشد  اوليه ميفيبروزبيمار ميلو) 13/8(% 5/61 و وليهبيمار ترومبوسيتمي ا ) 15/8( %53بيمار پلي سيتمي ورا، ) 30/26( % 6/86
 گلبول سفيد بيشتري را نشان دادند و بعلاوه تعداد زنان شمارش.  بودند JAK2 جهشدر اين مطالعه بيماران پلي سيتمي ورا كه داراي 

JAK2مثبت  )P=0.03 (فاوتي ها ت باشد و در ساير گروه  با جنس مي جهشدر پلي سيتمي بيشتر از مردان بود كه نشان دهنده ارتباط اين
  .مشاهده نشد

 در تشخيص افتراقي نئوپلاسم از ميلوپروليفراسيون واكنشي و همچنين تعيين پيش آگهي و  جهشاينشناسايي  :نتيجه گيريبحث و 
بعلاوه طي مقايسه حساسيت چند روش براي تشخيص  .باشد يك هدف بالقوه براي درمان مي وبوده پيش بيني پاسخ به درمان مفيد 

 ARMS-PCR وRFLP ،pyrosequencingها مثل   در مقايسه با ديگر روش AS-RT PCRان داده شده است كه روش، نش JAK2جهش
در هر صورت اين جهش راههاي جديدي براي تحقيقات باليني وبنيادي باز كرده و در تشخيص و طبقه  .داراي حساسيت بيشتري است

  . تاثير داشته استMPNبندي 
 ، نئوپلاسم ميلوپروليفراتيو مزمن، پلي سيتمي ورا، ترومبوسيتمي اوليه، ميلوفيبروز اوليهJAK2هش، جAS-PCR :هاي كليدي واژه
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  اين گروه 1950 در اوايل دهه . دهديكسان را توضيح
 نـشامل چهار بيماري بودند؛ لوسمي ميلوئيد مزم

)CML(،  اپلي سيتمي ور (PV) ،  ترومبوسيتمي اوليه 

)ET (ميلوفيبروز اوليه  و)PMF(  اين بيماريها در واقع
يك تصوير معمول از بيماريهاي كلونال هماتوپوئتيك 

هاي اجدادي  باشد كه در نتيجه تغيير شكل سلول مي
آيد كه منجر به  خونساز چند استعداده بوجود مي

افزايش توليد در يك يا چند رده سلول خوني 
  .)1(دشو مي

سازمان بهداشت جهاني يك نقش مهم در تصحيح 
ميلوپروليفراتيو مزمن  ي برايهاي تشخيص ويژگي
 يك ديدگاه جديد WHOهاي جديد  و ويژگي داشته

را در تشخيص بوجود آورد و آن بوجود آمدن موج 
است كه در  ) JAK2 جهشمثل ( ها جهشجديدي از 

ها امروزه بعنوان  تشخيص دخالت دارد، اين ويژگي
شود  شود كه سبب مي يك ماركر هدف محسوب مي

هاي قديمي براي تشخيص حذف  بسياري از ويژگي
 از MPNها براي تشخيص  جهش بعلاوه اين ).2(شود

فرم واكنشي، مخصوصا ترومبوسيتوز و اريتروسيتوز 
  . )3(باشد واكنشي، داراي اهميت زيادي مي

 يك كشف جديد در  JAK2 V617F  جهششناسايي
اين . باشد هاي ميلوپروليفراتيو مزمن مي نئوپلاسمزمينه 
 درنوكلئوتيد T با Gي بوسيله جابجايي  اكتسابجهش
شود كه   ايجاد ميJAK2 از ژن 12 در اگزون 1849
 منجر به جايگزيني والين با فنيل آلانين در جهشاين 

 جهشاين  . مي باشدJAK2 از پروتين 617اسيد آمينه 
 قرار گرفته، كه JAK2 از JH2در دومن پسودوكيناز 

 و باشد ميوظيفه آن محدود كردن فعاليت كينازي 
 است كه سبب JAK2حاصل اين تغيير فعال سازي 

 و رشد EPO (Erythropoietin)  افزايش حساسيت به
 جهشمستقل از فاكتورهاي رشد مي شود بعلاوه اين 

ه سبب القاء اريتروسيتوز در موش پيوند شده گرديد
  .)4(است

هايي كه بعنوان فعال كننده   به ديگر جهش جهشاين
اند و نقش  اختماني شناخته شدهتيروزين كيناز س
هاي ميلويئد دارند اضافه شد، كه  مهمي در نئوپلاسم

، CML در BCR-ABLها شامل  اين جهش
PDGFRA-FIP1L1براي لوسمي ائوزينوفيلي مزمن و  

 براي ماستوسيتوزسيستميك Kit در D816V جهش
هاي ديگري با مفاهيم  جهشدر سالهاي اخير . باشد مي
 شـجهثل ـاند م ته شدهـ شناخولوژيك ديگرـپات

W515L/K در MPL ) گيرندهTPO، از % 5 در
ترومبوسيتمي اوليه   از% 1 و  )PMF(ميلوفيبروز اوليه 

ET()2( .  
 بكاربرده جهشهاي بسياري براي گزارش  تكنيك

 ژنوميك، تعيين DNA-PCRشود مثل تعيين توالي  مي
-RT-PCR ،PCR-ARMS ،Allele Specificتوالي 

PCR ،PCR-Restricted analysis ،Real time-PCR، 
هاي متفاوتي  كه اين روشها داراي حساسيت

-Allele Specific در اين مطالعه از روش ).4(باشد مي

PCR باشد براي بررسي كه حساس ترين روش مي 
ميلوپروليفراتيو مزمن هاي   نئوپلاسم درJAK2 جهش

  .استفاده شده است
 JAK2 واني جهشهدف از اين مطالعه تعيين فرا

V617Fهاي   در بيماران مبتلا به نئوپلاسم
 مراجعه كننده به بخش ميلوپروليفراتيو مزمن

هماتولوژي بيمارستان شريعتي و امام خميني جهت 
 از ساير ميلوپروليفراتيو مزمنهاي  افتراق نئوپلاسم

  .هاي واكنشي بود حالت
  

   بررسيروش
 هاي لاسمنئوپ بيمار مبتلا به 58در مطالعه حاضر 
پلي سيتمي   ،شاملمنفي   Bcr-ablميلوپروليفراتيومزمن

ميلوفيبروز  و) ET( ترومبوسيتمي اوليه  ، ( PV) ورا
 به مركز تحقيقات  كننده مراجعه ،)PMF(اوليه 

وند مغز استخوان يهماتولوژي، انكولوژي و پ
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بررسي  بيمارستان شريعتي و بيمارستان امام خميني
 AS-PCR  توسط روشJAK2 V617Fبيان ژن . شدند

 و CBCنتايج آزمايشها از قبيل  .بررسي شد
سيتوژنتيك، تشخيصهاي مورفولوژيك، زمان تشخيص 

و  اوليه و غيره از پرونده پزشكي بيماران استخراج شد
معيار انتخاب بيماران تشخيص موجود در پرونده 

 SPSS بيمار وارد 58 داده هاي مربوط به .پزشكي بود
-Mannجزيه و تحليل آماري به روش شد و مورد ت

Whitney Testنمونه سالم 50به علاوه   . قرار گرفت 
 . بررسي شدند جهشنيز به عنوان كنترل از نظر وجود

 سه نمونه براي تعيين توالي  جهشجهت تاييد صحت
  . فرستاده شدMille genبه شركت 

 با كسب  تازه  ميلي ليتر خون10جمع آوري حدود 
 ز بيماران و رعايت اصول اخلاقي،رضايت نامه ا

در پيچ دار  توسط سرنگ استريل و در لوله استريل و
باشد،  مولار EDTA  5/0 ضد انعقاد lµ200كه حاوي

 از كل RNA جدا سازي و تخليص .صورت گرفت
 TRIZOL (Sigmaهاي سفيد خون با استفاده از  گلبول

, USA)انجام شد .  
 Allele-specific از طريقJAK2 V617Fژنوتايپينگ 

RT-PCR (AS-RT PCR) 
 AS-PCR يك روشPCR معمول است كه بطور 

 شناخته شده، بر پايه جهشگسترده براي شناسايي 
با پرايمر اختصاصي بكار برده جهش يافته تكثير آلل 

 علت استفاده از اين روش حساسيت زياد آن .شود مي
 اين روش براي اولين . در يافتن جهش مورد نظر بود

  جهشر به عنوان روش تشخيصي براي گزارشبا
JAK2 V617F توسط Baxter et al. با حساسيت 

 در حاليكه انجام شد% 3گزارش آلل جهش يافته 
  .گزارش شده است% RFLP ،5حساسيت براي روش 

 ساخته شده كه حاوي cDNAقسمتي از  در اين روش
باشد بوسيله يك پرايمر كه   ميJAK2 V617F جهش

) M(و جهش يافته ) WT( نوع آلل طبيعيبراي هر دو 
  :يابد كه عبارتند از ست، تكثير ميامشترك 

 
Forward- 5΄-GAA GAT TTG ATA TTT AAT 
GAA AGC CTT-3΄ 
Reverse-5΄-GTA ATA CTA ATG CCA GGA 
TCA CTA AGT T-3΄ 

  
و سومين پرايمر كه توالي اختصاصي براي آلل جهش 

 : است) M(يافته 
Mutant-5΄-AGC ATT TGG TTT TAA ATT 
ATG GAG TAT ATT-3 

 درجه سانتي  95 شامل ، PCRشرايط در اين روش 
 در  denaturation سيكل ، 1 دقيقه 5گراد به مدت 

 annealing ثانيه ، 30 درجه سانتي گراد به مدت  95
 ثانيه و 40 درجه سانتي گراد به مدت 56در 

elongation 45   درجه سانتي گراد به مدت72 در 

  درجه سانتي گراد به مدت 72ثانيه، يك سيكل در  
    سيكل از آلل طبيعي36 دقيقه، بود كه حاصل اين 10

(wt)   يك باند bp488  ايجاد مي شود، در حاليكه 
 )M(حاصل تكثير آلل جهش يافته  bp295  يك باند 

   ).5(باشد ميجهش است و نشان دهنده حضور 
 براي AS- PCRوش البته بايد خاطر نشان كرد كه ر

تشخيص  زيگوسيتي طراحي نشده است، زيگوسسيتي 
 RFLP-PAGE( restriction fragmentبه وسيله روش

length polymorphism)  بر پايه تفسير نمونه تعيين 
  ).6(شود مي

  

M    1    2         3   4     5    6      7    8            9  
  

  
295bp 

488                      Bp                                                            
 JAK2V617F جهش  جهت غربالگري  AS-PCR    : 1 شكل

500bp 
 
300bp  
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 JAK2هاي بيماران   نمونه8 و 1،2،3،7،5ستونهاي  
  نمونه بيمار است 4ستونهاي  .دهد مثبت را نشان مي

 كنترل منفي و 9ستون .  آنها منفي استJAK2كه 
  .دهد  سايز ماركر را نشان ميM تونس
 

  ها يافته
 و PMF نفر ET ،13 نفر 15 بيمارمورد مطالعه 58از 
 بيمار پلي سيتمي ورا 30از .  بودندPV نفر مبتلا به 30
 13 بيمار از 8در  %)86( بودندجهش نفر داراي 26

 15 بيمار از 8 و در%) 61(بيمار ميلوفيبروز ايديوپاتيك
  . يافت شد جهش%) 3/53(  اوليهبيمار ترومبوسيتمي

 بيمار 29 مورد از 23و %) 62(د بيمار مر29مورد از 18
 . بودندجهشداراي %) 79(زن

 بيمار مورد 30از ) 1جدول( در بيماران پلي سيتمي ورا
  كه اين بودندجهشداراي  %)86( بيمار26مطالعه 

 26به علاوه از  .بيماران ميانگين سني بالاتري داشتند
 بيمار زن بودند كه ارتباط 16 مثبت هشجبيمار 
به علاوه بيماران  .دهد  با جنس را نشان ميجهش
 ميزان گلبولهاي سفيد بالاتري نسبت به جهشداراي 

 اما در ساير (p=0.03)  داشتندجهشبيماران بدون 
 26از طرفي از  .ها تفاوت مهمي مشاهده نشد داده

از  .شتند بيمار اسپلنومگالي دا17 مثبت، JAK2بيمار 
آنجا كه پرونده بيشتر بيماران فاقد اطلاعات 

 با جهشسيتوژنتيك بود نتوانستيم ارتباط شيوع 
در بيماران . ناهنجاريهاي سيتوژنتيك  را نشان دهيم

  ميلوفيبروز اوليهو) 2جدول(ترومبوسيتمي اوليه 
 مثبت ميانگين سني JAK2نيز بيماران ) 3جدول(

د تفاوت قابل توجهي در ساير موار بالاتري داشتند
  .يافت نشد

    

  نتيجه تعيين توالي ژن JAK2  در بيمارET    داراي جهش  JAK2V61  :2شكل 
  

   در بيماران پلي سيتمي وراJAK2وضعيت جهش  : 1جدول
 

P  جهش مثبت  جهش منفي   

  تعداد بيماران  26  4 
  ميانگين سني  54  51 
  مرد به زن  16/10  0/4 

03 /0 43/1±59/5  26/22 ± 6/37  
  ) بر ليتر103(    شمارش گلبول هاي سفيد

  انحراف معيار ± ميانگين
  انحراف معيار ± ميانگين) گرم بر ليتر( هموگلوبين 98/16 80/1±  151/1±3/18  0/  1

7/0 
 

  انحراف معيار ± ميانگين (%) هماتوكريت  93/7±63/51  101/4±32/52

  بيعيطبيعي به غير ط اسپلنومگالي 9/ 17  3/  1 
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   در بيماران ترومبوسيتمي اوليهJAK2وضعيت جهش  :2جدول
 

  

  

   در بيماران ميلوفيبروز اوليهJAK2وضعيت جهش  : 3جدول
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  بحث
-BCR منفي از نظر MPNتشخيص كلاسيك بيماران 

ABL بر پايه معيارهاي آزمايشگاهي و كلينيكال ، 
است كه با پيشرفت تستهاي جديدتر متحمل تغييرات 

  فرصتيجهشكشف اخير اين  .اساسي شده است
 و طبقه بنديبراي اصلاح معيارهاي تشخيصي موجود 

  وع ـشي رـه حاضـطالع م.)7(بيماري فراهم نموده است

  
 تاييد MPN را در بيماران JAK2 V617F  جهشبالاي
شناسايي موتاسيون امكان افتراق ما بين . كند مي

 حقيقي و آنهايي كه يك MPNبيماران با يك 
اريتروسيتوز يا ترومبوسيتوز ثانويه دارند را به وجود 

 نه تنها در JAK2 V617F جهش كشف .آورده است
 ارزشمند بوده بلكه حضور MPNطبقه بندي مجدد 

P  جهش مثبت  جهش منفي   

  تعداد بيماران  8  7 
  ميانگين سني  51  53 
  مرد به زن  4/4  3/4 

07/0  3/5±0/7  3/2±4/8 
   ) بر ليتر103( شمارش گلبول هاي سفيد

  انحراف معيار±ميانگين

5/0  16/1±62/13 49/2±06/13  
  ) گرم بر ليتر( هموگلوبين

  انحراف معيار ± ميانگين

8/0  45 /2±18/40 7±1/38 
  (%) هماتوكريت

  انحراف معيار ± ميانگين 

 1/6  2/6  
  اسپلنومگالي

  طبيعي به غير طبيعي 

P  جهش مثبت  جهش منفي   

  تعداد بيماران  8  5 
  نيميانگين س  57  51 
  مرد به زن  3/5  3/2 

1/0  05/2±92/5 99/6±4/12 
  ) بر ليتر103(  شمارش گلبول هاي سفيد

  انحراف معيار ± ميانگين

3/0 14/2±20/7  
 

28/3±87/9  
  

  ) گرم بر ليتر( هموگلوبين
  انحراف معيار ± ميانگين

6/0 47/7±24/29  
 

28/8±87/29 
  (%) هماتوكريت

  انحراف معيار ± ميانگين

 5/1 7/1 
 

  اسپلنومگالي
  طبيعي به غير طبيعي
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 در نتيجه كلينيكال به ويژه در ميزان جهشاين 
عوارض ترومبوتيك و تغيير به سمت لوسمي در بين 

  ).3( مثبت و منفي تاثيرگذار بوده استJAK2بيماران 
با  بكار بردن يك تست مناسب و حساس، هم اكنون 

از بيماران % 90ك بدست آمده كه بيش از اين مدار
PV جهش كه بطور سنتي شناخته شده بودند داراي 

JAK2اگر چه كشف . در گرانولوسيتهاي خود هستند
 داراي حساسيت زيادي است ولي جهشاين 

 از %50 حدود  درجهشو اين  نيست اختصاصي
 يافت شده ET از بيماران %30 و در PMF بيماران
  .است

 در بيماران جهشبالاترين ميزان شيوع عه در اين مطال
در بيماران  .يافت شد%) 86(پلي سيتمي ورا 

ترومبوسيتمي اوليه و ميلوفيبروز ايديوپاتيك نيز به 
در مطالعه .  به دست آمد %62و   %53ترتيب مقادير 

-ASو همكارانش با روش   1ط باكسترتوس مشابهي كه

PCR اصل نشان و نتايج ح  انجام گرفته2005 در سال
ي ـلـ بيمار پ73  نفر از 71 در 2JAK جهشداده كه 

بيماران  از%) 57 (51ر از ـ نف29و   %)97(ي وراـسيتم
از بيماران %) 50 (16  نفر از 8ترومبوسيتمي اوليه و 

 در مقايسه با. ميلوفيبروز ايديوپاتيك ديده شده است
هاي به دست آمده تفاوت عمده اين مطالعه  يافته

در مقابل  % 50(  استPMFوط به بيماران حاضر مرب
61(%)3(.  

 بيمار مبتلا 806بر روي  و همكاران 2 كمبلدر مطالعه
 %)6/46( نفر 362مثبت و  %)4/53( نفرET ،414به 

 JAK2اين گروه گزارش كرد كه بيماران  .منفي بودند
، (p<0.0001)مثبت افزايش قابل توجه هموگلوبين 

، اريتروپوئز و (p<0.0001)شمارش نوتروفيل 
گرانولوپوئز مغز استخوان، ترومبوز رگي بيشتر و يك 
نسبت بالاتر از تغيير شكل پلي سيتميك نسبت به 

                                                 
1. Baxter 
2. Campbell 

در مطالعه حاضر آناليز .  دارندجهشافراد بدون 
هيچ تفاوت معني داري در ميزان  ETهاي بيماران  داده

RBC، WBC، PLT، HCT وHb در .  نشان نداد
توان اين طور بيان كرد كه در  يتوجيه اين مساله م
هاي مورد   تعداد نمونهCampbellمقايسه با مطالعات 
لذا با همين . است) نمونه15(بررسي بسيار كمتر

د و هر چند شاطلاعات  موجود تحليل آماري انجام 
قابل مقايسه با %) 53( كه ميزان شيوع به دست آمده

 5جونزو  %)49( 4وولانسكي، %)43 (3 جيمزمطالعات
است، اما هيچ تفاوت قابل %) 57(باكستر  و%) 41(

 مثبت و منفي به  جهشتوجهي در ميان دو گروه
و  6لويندر مطالعه  ).3 و 8-11( دست نيامد

 جهشهمكارانش ارتباط مهمي ما بين حضور آلل 
 ثابت شده است PVو جنس مونث در بيماران يافته 

به اين  .دكن كه مطالعه حاضر نيز اين يافته را تائيد مي
 16  جهش بيمار پلي سيتمي داراي26صورت كه از 

   .)12(زن بودند%) 55(بيمار
بيش از نيمي از موارد  در  جهشدر مطالعه حاضر

هاي  ميلوفيبروز اوليه يافت شد كه مطابق با تخمين
 .)13-15( در اين اختلال استجهشاز شيوع  يقبل

 PMF در جهشبالاترين ميزان شيوع گزارش شده از 
 با pyrosequencing با روش  ژلينكمربوط به مطالعه

 را  جهش مورد18 بيمار، 19است كه از % 95شيوع 
با  لوين نشان دادند و كمترين ميزان مربوط به مطالعه

 مورد مثبت 16 بيمار، 46است كه از % 35 شيوع
  .)12و16(بودند

 sequencing   بيمار با 3 به علاوه در اين مطالعه نتايج
ررسي قرار گرفت و جهش با اين روش مورد مورد ب

 ،ن باكستر، لويهاي تائيد قرار گرفت كه مشابه يافته
  .)4و6و8و13( باشد ميجونز  و 7كرالوويكس

 
                                                 
3. James 
4. Wolanskyi 
5. Jones 
6. Levine 
7. Kralovics 
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  نتيجه گيري
 از فرم واكنشي، مخصوصا MPNبراي تشخيص 

ترومبوسيتوز و اريتروسيتوز واكنشي، كه بسيار مشكل 
 به عنوان تواند  ميJAK2  جهششناسايي باشد، مي

نتايج حاصل از . يك تست تشخيصي استفاده گردد
 در تمام بيماران بجز AS-PCRاين مطالعه با روش  

  ARMS-PCR در مقايسه با روشETيك بيمار 
يكسان بود كه نشان دهنده حساسيت بيشتر در اين 

  .باشد روش مي

 راههاي جديدي براي  جهشدر هر صورت اين
باز كرده و در تشخيص و تحقيقات كلينيكال و بنيادي 

 . تاثير داشته است MPN طبقه بندي

  
  تشكرو قدرداني

 با تشكر از تمام كساني كه در مراحل پيشرفت طرح 
  .ما را همراهي كردند
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